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図 1-1 タンパク質の立体構造の階層 
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金属材料 1-3、金属酸化物材料 4, 5、有機・無機材料 6-8などがある。 
また、金属や半導体を材料としたナノ粒子は量子サイズ効果の影響を強く受ける。この
































光が特に大きく吸収・散乱を受ける 10。その吸収や散乱が 520nmや 600nmのような可視光
領域で起きるため、赤から青のような色の変化が起こる。金ナノ粒子の粒子径が統一され
た単分散径において、LSPR に起因する可視光領域の吸収は、粒子の分散、凝集に大きく影
響を受ける。この LSPR に起因する可視光領域の吸収変化を利用して、DNA 11-13、タンパク





































る。例をあげれば、ER（Estrogen Receptor）・AR（Andeogen Receptor）・VDR（Vitamin D Receptor）



































化されたコアクチベーターと複合体形成し、レスポンスとして発光量や QCM（Quartz Crystal 


































































め、核内受容体(エストロゲン受容体)と結合性が確認されている SRC1(Steroid Receptor 





の C 末端に pKa が酸性側のアミノ酸が望ましい。塩基性のアミノ酸であると緩衝液の置換
を行う過程で凝集を引きおこしてしまう可能性がある。金ナノ粒子はクエン酸緩衝液中で
負の電荷を帯びて分散を保っているため、電荷の正負が変化する過程で粒子同士が引き合













図 2-1 機能性ペプチド配列 
 
2－2－2 機能性ペプチドの合成 
機能性ペプチドは、自動ペプチド合成機(Model 433A, Applied Biosystems)を用いて合成し
た。まず、レジンに一つ目のアミノ酸（Asp）を修飾し、ガラスベッセルに Barlos 
resin(1.48mmol/g resin)1g を量り取った。これを SP.DCM(特級ジクロロメタン,Wako)15ml を
用いてレジンを洗浄し、この操作を 2 回繰り返し行った。続いて Fmoc-Asp(OTBu)-OH 
0.296mmol, SP.DCM15ml, DIEA(N,N-ジイソプロピルエチルアミン,Wako)0.129ml 加え、5 分
間攪拌した。そして、DIEA:SP.DCM=1:1 の溶液を作成し、0.258ml 加え 60 分間攪拌した。
その後 SP.MeOH(特級メタノール,Wako)1ml 加え 10 分間攪拌した。続いて DMC, DMF(N,N-
ジメチルホルムアミド,Wako), i-PrOH(イソプロパノール,Wako), DMF, i-PrOH, MeOH, Et２
O(ジエチルエーテル,Wako)の順でそれぞれ 2 回ずつ洗浄を行った。洗浄後、デシケーターで
1 時間程度乾燥させ、このレジンと Fmoc-アミノ酸を用いて、自動ペプチド合成機で機能性




たレジンをガラスベッセルに 0.25mmol 入れ、DMF、i-PrOH、DMF の順でそれぞれ 2 回ず
つレジンの洗浄を行った。その後、PEG(Methioxytritul-S-dPEG4-acid, QUANTA BIODESIGN)
を 2 等量（ 292.5mg）入れ、 SP.DMF を 15ml、HBTU(2-(1H-Benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3- 
tetramethyluronium Hexafluorophosphate O-Benzotriazole-1-yl-N,N,N’,N’-tetramethyluronium 
hexafluorophosphate、渡辺化学)を 2 等量(189.625mg)、HOBt・H2O(1-Hydroxybenzotriazole 












未反応のアミノ基がほぼないことを確認した後、DMF、i-PrOH、DMF、 DCM、 Et2O の順
で 2 回ずつレジンを洗浄する。 
固相合成終了後、TFA (トリフルオロ酢酸,Wako)8.5mL, EDT(エタンジチオール,Wako)250





氷冷し化合物を析出させた後、2000 rpmで 10 分間遠心分離を行い、上澄みを除去した。こ
れを 2 回繰り返し、デシケーターで乾燥させることにより固形物の標識化合物を得た。 
SRC1 の場合、HPLC (カラム: XTerra Prep MS C18 OBD, 4.6×150 mm, 15-30%アセトニトリ
ル/0.1%TFA, 8 分間, 2mL/min)を用いて分取精製を行い、凍結乾燥により機能性ペプチドを得
た。Matrix: a-Cyano-4-hydroxycinnamic acid, Laser intensity: 2338 の条件で TOF-MS(図 2-2)に
より分子量を測定した。また、HPLC (カラム: Chromolith Performance RP-18e, 4.6×100mm, 
0-25%アセトニトリル/0.1%TFA, 15 分間, 2mL/min, detect: 220nm)を用いて純度確認を行った。 
PEG-SRC1 の場合、HPLC で純度、LC-MS によって分子量の確認を行った。また、購入し



























表 2-1 Peptide synthesizer プログラム 
モジュール 内容 
c  DCM WASHs リアクションベッセル内のレジンをDCMで洗浄す
る。 
A  Activation アクチベーション内で Fmoc-アミノ酸をHOBtによ
り活性化する。 
B  Deprotection ピペリジンにより Fmoc-アミノ酸-Barlos resin から
Fmoc 基を除去する。 
D  NMP Washs リアクションベッセル内のレジンをNMPで除去す
る。 
E  Transfer リティベーター内で活性化した Fmoc-アミノ酸を
リアクションベッセルに移す。 
F  Coupling / Feedback Fmoc-アミノ酸とH-アミノ酸-Barlos resinをHBTU / 
DIEA でカップリングを行う。 
 
表 2-2 synthesizer プログラムの流れ 
アミノ酸残基 プログラム モジュール 
レジンに導入したアミノ酸 Complete Washs cD 
N 末端以外のアミノ酸 Single Couple /  
Monitor Previous Peak 
BADEF 
N 末端のアミノ酸 Final Deprotection / Monitor 
Previous Peak 
BDc 











によって核内受容体の複合体形成を評価することができる（図 2-3）。第 2 章で合成したそ
れぞれの機能性ペプチドを基板に固定化し、アフィニティ評価を行った。固定する時の機

















表 2-3 アフィニティアッセイのクイックプロトコル 
 
STEP1 :機能性ペプチドの固定化 
１．１ウェルあたり 300μL の wash buffer で 3 回洗浄 
２．１ウェルあたり 100μL の機能性ペプチド溶液（100μg/mL）を添加 
３．室温で１時間、振とうしながら反応（この間にサンプル溶液、ERα solution を準備） 
４．１ウェルあたり 300μL の wash buffer で 3 回洗浄 
 
STEP 2:ERα、サンプル溶液の添加 
１．１ウェルあたり 95μL の ERα solution を添加し、続いて 5μL の DMSO、E2 或いは
サンプル溶液を添加 
２．室温で１時間、振とうしながら反応（この間に Detection antibody solution を準備） 
３．１ウェルあたり 300μL の wash buffer で 3 回洗浄 
 
STEP 3:検出抗体の添加 
１．１ウェルあたり 100μL の Detection antibody solution を添加 
２．室温で 30 分間、振とうしながら反応（この間に TMB を準備） 
３．１ウェルあたり 300μL の wash buffer で 3 回洗浄 
 
STEP 4:発色、測定 
１．１ウェルあたり 100μL の TMB を添加 
２．室温で 20 分間静置（振とうはしない） 
３．１ウェルあたり 100μL の Stop solution を添加 


























まず核内受容体が活性をもつ溶液（ERα反応溶液：10mM HEPES (pH7.4), 10% Glycerol, 




MALVERN ZETASIZER Nano-ZS を用いて測定した。溶液置換により、溶液がクエン酸緩衝
液（pH 6.0）からリン酸緩衝液（pH 7.2）に変化させた際に、どのように粒子径およびゼー
タ電位が変化するかを、判断する。測定法は動的光散乱法、レーザー波長 633nmで測定し、
屈折率 0.2, absorption 3.32 で解析した。 
 

















の金ナノ粒子の濃度は mol 換算して 1.7pmol/ml である。 
機能性ペプチドは金ナノ粒子 3.4pmol/ml、500μl に対して、等量の 500μl を混合した。機
能性ペプチドの濃度は SRC1 が 1μg/ml、5μg/ml、10μg/ml、PEG-SRC1 は 500μg/ml、750














 化合物 SRC1 において、HPLC によって分取精製を行った結果、目的化合物であると考え
られるシングルピークが確認できた（図 2-5）。また、MALDI-TOF-MS によって分子量の確
認を行った結果、理論値と実測値が一致した（図 2-6）。測定値 2332 [M+H+]、理論値 2331。
これらのことから高純度の SRC1 を得ることに成功したと考えられる。その後、凍結乾燥を
行い、SRC1 (205.4 mg)を得た。 
 化合物 PEG-SRC1 において、LC-MS により純度の確認を行ったところ、副生成物が主生
成物のピーク付近にあり(図 2-7)、HPLC での分取精製は不可能であった。また、LC-MS に
よって分子サイズを確認したところ、分子量は理論値(1820.99)と少しずれており、実測値は
1805.8 であった(図 2-8)。しかし、PEG との結合前の LC-MS の結果(図 2-9)から、分子量は
理論値（1556.89）と近いことから、ペプチド合成に問題があるとは考えられない。そのた
め、購入した PEG(Methioxytritul-S-dPEG4-acid, QUANTA BIODESIGN)を LC-MS により純度
と分子量の確認を行った(図 2-10)。その結果、理論値である 554.70 の分子量は得られなか
った。また、イオン化時に保護基のメチルトリチル基が取れた場合などを考えても、保護
基が取れた 282.11 の分子サイズをもつ物質は検出されなかった。これらのことから、購入











図 2-5 HPLC による SRC1 化合物の純度確認 33 
 
 








図 2-7 HPLC による PEG-SRC1 化合物の純度確認 
 
 



























































































図 2－13 溶媒置換後における機能性ペプチド修飾ナノ粒子の吸収スペクトル 33 
 
 また、粒子径測定結果を図に示す。ペプチド修飾（SRC1）前後での平均粒子径はそれぞ
れ 15.9nm , 21.6nmであった。これはペプチドの修飾によって粒子径が増加したと考えられ
44 
 




図 2-14 ペプチド修飾前後における粒子径測定結果 
 
 







吸収スペクトル測定を行った。金ナノ粒子 SRC1 の場合、1μg/ml において溶媒置換時に金
ナノ粒子が分散を保つことができずに凝集した。そのほかの 5μg/ml（図 2-17）、10μg/ml
（図 2-18）においては分散を保っていた。5μg/ml においては核内受容体が混合することで
金ナノ粒子のスペクトル変化が 5 分の時点から観察される。しかし、30 分の時点でもリガ
ンドの違いに関わらず、リガンドが入っていない吸収スペクトルとほぼ同じであった。し




った。これは金ナノ粒子に SRC1 が多く修飾されたため、SRC1 分子が金ナノ粒子表面を覆
ってしまい、凝集状態にも関わらずスペクトルが変化しない。または核内受容体との複合
体が効率的にできず凝集状態にならないと考察できる。 
また、PEG-SRC1 の場合のスペクトルの挙動としては SRC1 と同様であり、1000μg/ml（図
2-21）のサンプルでは修飾された PEG-SRC1 が多いと考えられ、顕著なスペクトル変化は観
察されなかったが、反応 2 時間の時に若干ではあるが E2 サンプルだけ長波長側の吸収が大





































































































































































































































































































































































































































blank ER ER+E2 ER+tamoxifen
 



























クリーニング手法よりも High Through-Put に評価することができる HTA（High Through-put 














表 2-4 他のスクリーニング手法との比較 
分析法 評価対象 測定時間 簡便性 核内受容体とリガンドへの標識
受容体結合アッセイ法 リガンドの結合のみ 数分 ◎ 必要
コアクチベータを用いた
受容体結合アッセイ
アゴニスト活性評価 3時間程度 △ 必要無し
FRETを利用した
アフィニティ評価
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表 3-1 各固定化法のまとめ 
 
 




3－1－3 自己組織化酵素膜（HFBI と GOx-HFBI） 






に着目し、酵素の固定化キャリアとして利用する 25, 26。 
 今回、モデル酵素としてグルコースオキシダーゼ（GOx）と HFBI の融合分子を構築した。






























































3－2－1 QCM-D 測定 
固相上の自己組織化酵素膜形成やその固定化量を QCM-D（Q-sense E4, BiolinScientific, 
Sweden）により測定した。測定に用いるセンサは金コーティングされており（QSX301, 
BiolinScientific, Sweden）、前処理として、ヘキサンチオールによって疎水化した上で使用し
た 29。まず、UV-オゾン処理を 10分間行い、H2O/NH3/H2O2を 5:1:1 の割合で混合した溶液
に 50℃、10 分浸すことで、表面の有機物を除去した。その後、エタノール溶液に 2 分間浸
すことで洗浄し、50mM ヘキサンチオール/エタノール溶液に常温で一晩浸漬することで、
センサ基板の疎水化を行った。 
QCM-D 測定は 20mM リン酸緩衝液（pH 7.0）で行い、測定サンプルのタンパク質溶液は、
すべて 3.72μM の濃度で調製した。測定はフローシステムを用いて、流速 100μL/min の条
件で測定した。固定化および吸着量の計算は周波数変化から Sauerbrey の式を用いて算出し
た（⊿m = −C⊿f/n, ⊿m:吸着量, C: 1.77 ng Hz−1cm−2, n: 3 [overtone]）30, 31。また、本測定で
















図 3-3 QCM-D の測定原理 
 
3－2－2 固相上における酵素(GOx)活性測定 
 QCM-D センサに固定化した GOx 活性は ABTS assayにより測定を行った。この手法はグ
ルコースの酸化により生じる過酸化水素が 2,2`-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonicacid
（ABTS）を酸化し色調変化することで、その変化量から酵素活性を測定することができる。
反応溶液は 100mM リン酸緩衝液（pH 7.0）に ABTS：0.91mM、D-glucose：1M、Horseradish 










図 3-4 に示すように、経時的に金コーティングされた QCM センサ表面への HFBI 吸着挙
動を観察した。HFBI は気液界面および固液界面において、自己組織化膜を形成することが
知られている。そのため、洗浄しても HFBI の剥離は QCM 測定の周波数変化において観察
されなかった。それに比べ、GOx のみ、および GOx-HFBI のみを吸着させた場合、洗浄す
ると、剥離していく様が同測定において観察された。これは固相へタンパク質分子の吸着
が弱いことを示している。GOx-HFBI は GOx に比べ HFBI 分子が小さいため、立体障害に
よって自己組織化膜を形成することができないと考察できる。 
 また、HBFI の自己組織化膜上に静電的に GOx を吸着させた場合（溶液を 10mM 酢酸
緩衝液（pH 4.8）にすることでGOxの正電荷とHFBIの負電荷が生じて、静電的に吸着する）、
洗浄しても剥離しないことが観察された 32。 
HFBI と GOx-HFBI を 9：1 の割合で混合した場合、洗浄しても固相に吸着した HFBI およ
び GOx-HFBI は剥がれないことが示された。これは GOx-HFBI の HFBI が固定化キャリアと
して働いていることを示しており、混合することによって酵素を含んだ自己組織化酵素膜



















図 3-4 タンパク質吸着による周波数変化 













QCM-D 測定後、固相における酵素活性の測定結果を図 3-5 に示す。GOx-HFBI の固相に
おける酵素活性は、GOx 単体を固定化した場合に比べて高い活性を示めした。また、エネ
ルギーの散逸を表す⊿D の値を図 3-6 に示す。前述した通り、⊿D は吸着物の粘弾性を解析
することができる。測定の結果、GOx を静電的に HFBI の自己組織化膜へ吸着させたものが、
最もエネルギー散逸の大きい値を示した。それに比べ GOx-HFBI を固定化したものは、低
い値を計測した。これは、GOx-HFBI が HFBI の自己組織化膜に吸着していないことを示し
ている。つまり、GOx-HFBI の GOx は図 3-7 に示すように、HFBI 膜に接触せず、リンカー
を介してHFBIと繋がっているため、⊿Dの値に影響を及ぼすが小さくなったと考察できる。

































図 3-6 周波数のエネルギー散逸 28 
 
 





3－3－3 酵素の固定化量変化  
 タンパク質の吸着挙動を同条件にするため、GOx-HFBI と HFBI の総モル量一定にし、混
合比率（表 3-）を変化させたところ、図 3-8 に示すように固定化するタンパク質量を変化さ
せることに成功した。そのとき、固相における酵素活性は固定化タンパク質量に比例して
減少することが確認された。これは自己組織化酵素膜の GOx-HFBI 含有量が変化している
と考察できる。また、GOx-HFBI：HFBI の混合比率が 1：1、1：9、1：19 の固定化量およ
び固相における酵素活性は、ほぼ同じであることが確認された。これらの結果は、1：1～1：
19 の比率で混合した場合、構築された自己組織化酵素膜がほぼ同じであることを示してい
る。さらに、構築した自己組織化酵素膜を D-f plot にて解析した（図 3-9）。D-f plot はエネ
ルギー散逸変化（⊿D）と周波数変化（⊿f）をプロットしたもので、QCM-D センサ上に吸
着したタンパク質の吸着量とその粘弾性を同時に評価することができる 33-35。その結果、
GOx-HFBI：HFBI の混合比率が 1：1～1：19 の自己組織化酵素膜は、構築過程は違うが、
洗浄してできあがる膜はほぼ同じ⊿D および⊿f を示した（⊿D = 2 ,⊿f = 55 Hz）。これは 1：





おらず、自己組織化酵素膜の GOx-HFBI の含有量が減少していることを示している。 
 
表 3-1 GOx-HFBI の混合割合 
GOx-HFBI　：　HFBI 1：0 1：1 1：9 1：19 1：24 1：49 1：74 1：99







































に GOx-HFBI と HFBI を混合して構築した自己組織化酵素膜の GOx の占有面積と固相上
における見かけ上の比活性を示す。1：1～1：19の比率で混合した場合、GOxの占有面積は
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4－1－2 EC tag法 































































図 4-3 分子相の可動性が及ぼす光励起電流応答の変化 
 
 





され、基板の半導体（本研究では FTO：Fluorine Tin Oxide）の伝導体へ電子が移動し、対極









































図 4-6 固相における結合分子による光励起電流阻害の概念図 
 
4－1－5 本章の目的 

















4－2－1 固定化分子の設計  
EC tag法によって形成される分子相へ可動性の付与を行うため、固定化される分子（図
4-7）の以下の 3 つの部位から構成されるように設計を行った。 
① 光励起部位（Cy3） 
② リンカー部位（ヘキサグリシン or ヘキサプロリン） 
③ 固定化部位（ヘキサヒスチジン） 
光励起部位である Cy3 は疎水性の高い物質であり、水溶液中において凝集を引き起こす可






His ― His ― His ― His ― His ― His Gly ― Gly ― Gly ― Gly ― Gly ― Gly ―
His ― His ― His ― His ― His ― His Pro ― Pro ― Pro ― Pro ― Pro ― Pro ―
①光励起部位（Cy3） ②リンカー部位 ③固定化部位
 
図 4-7 固定化分子の設計 
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His ― His ― His ― His ― His ― His SRC1









位が SRC1 のものは第二章と同様の自動ペプチド合成機を用いて行った。 
 目的物の確認は HPLC（High Performance Liquid Chromatography ）および UPLC（Ultra 
Performance Liquid Chromatography）によって純度を解析し、MALDI-TOF-MS （Matrix 
Assisted Laser Desorption/Ionization Time of Flight Mass Spectrometry）と FAB-MS（Fast Atom 




4－2－3 EC tag 分子の固定化条件検討 
先行研究により Cu2+とヘキサヒスチジンを EC tag 分子として用いた場合、連続変化法の結
果から Cu2+とヘキサヒスチジンの最適な混合比率は 1：1（pH 5）であると明らかになって
いる。すでに本研究室では、白金などの貴金属電極への分子固定化について、最適な印加
電位を求めてきた。この分子固定化に最適な電位は電極材料の特性や形状など、様々な要
因によって大きく変化する。そのため、100M EC tag溶液（100M Cu2+, 100M Cy3-PEG-His6, 
100M -cyclodextrin）を作成し、下記の条件で EC tag分子の固定化電位をノーマルパルス




作用極：FTO（フッ素ドープ酸化スズ）基板 対極：Pt 作用極：Ag/AgCl 
パルス周期：1005 ms パルス幅：5 ms パルス高さ：- 10 mV 基底電位：200 mV 
 
4－2－4 光励起電流測定 
EC tag分子が固定化された FTO 基板を、I2-/I3-溶液を介して Pt 基板に接続した（図 4-9）。無
抵抗電流計を用いて、固定化分子層に波長 525nm の Cy3 励起光を照射して回路を流れる光














に成功した。両分子共に、HPLC によって精製した結果、図 4-10 示すように純度がそれぞ
れ 79％と 96％であり、目的化合物を高純度に得ることができた。リンカー部位が SRC1 の








図 4-11 Cy3-SRC1-PEG-EC tag の HPLC 分析結果 
 
4－3－2 EC tag 法による分子固定化 
 NPV測定によるボルタモグラムを図4-12に示す。-500mV vs Ag/AgCl付近にEC 
tag-Gly6-miniPEG-Cy3分子の還元ピークが観測された。KNO3溶液で同様の実験を行った
結果では-500mV vs Ag/AgCl付近にピークが見られないことから、FTO基板におけるEC 
tag分子の固定化電位は-500 mVであると考えられる。また、実際に-500 mV vs. Ag/AgCl
の条件でFTO基板にEC tag-Gly6-PEG-Cy3分子を固定化し、蛍光顕微鏡で蛍光観察を行っ
た結果を図4-13に示す。電極反応部位においてCy3の蛍光が観察された。これらのことから


















図 4-13 Cy3 蛍光画像による EC tag分子の固定化確認 
 
4－3－3 光励起電流応答測定 
合成した EC tag 分子（Cy3-PEG-Gly6-His6 と Cy3-PEG-Pro6-His6）を 4－3－2 で求めた条件
で固定化し、光励起電流を測定した。まず、固定化密度を変化させるため、それぞれの EC 
tag溶液の濃度を調整し、固定化電位を 10 分間印加した。その後、光励起電流を測定した。









































































Concentration of EC tag solution [nM]
Cy3-PEG-Gly6-His6 Cy3-PEG-Pro6-His6
 
図 4-15 光励起電流量の比較 
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また、同様に Cy3-SRC1-PEG-EC tag 分子を FTO 基板に固定化し、光励起電流測定を行
った（図 4-16）。Cy3-SRC1-PEG-EC tag 分子は先ほどの Cy3-PEG-Gly6-His6 と
Cy3-PEG-Pro6-His6の二分子とは異なり、Cy3 と FTO 基板の距離が長い。しかし、光照射時
において光励起電流を測定できた。このことから、図 4-5 に示したように、EC tag 法によ
って固定化されたセンサ分子中の Cy3 と FTO との間で電子注入が起こり、Cy3 の光励起電
子を光励起電流として検出できることが明らかとなった。 
 
図 4-16 Cy3-SRC1-PEG-EC tag 分子相の光励起電流特性 
 
4－3－4 可動性分子相の光励起電流応答 
 前節で合成した分子が光励起電流応答することがわかった。今節では EC tag 法を用いて
光励起電流利用したアフィニティセンサを作製し、その性能評価を行った。EC tag 法によ
り分子相を形成し、ER とそのアゴニストリガンドである E2 を混合し 10min 反応させた。
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その後、洗浄 buffer（HEPES Buffer（pH 7.4））超純水で洗浄を行い、光励起電流測定を





図 4-17 複合体形成による光励起電流の減少 
 







図 4-18 BSAを反応させた Cy3-SRC1-PEG-EC tag 分子相の光励起電流応答 
 
また、EC tag 法により形成した分子相ではなく、物理吸着によって分子相においては、活















































1. K. Kondo, N. Murakami, C. Ye, T. Tsubota and T. Ohno, Appl Catal B-Environ, 142, 
362-367, (2013). 
2. D. Y. Lee, J. T. Kim, J. H. Park, Y. H. Kim, I. K. Lee, M. H. Lee and B. Y. Kim, Curr 
Appl Phys, 13, 1301-1305, (2013). 
3. K. Maeda, M. Higashi, B. Siritanaratkul, R. Abe and K. Domen, J Am Chem Soc, 133, 
12334-12337, (2011). 
4. D. Tiwari and S. Dunn, J Mater Sci, 44, 5063-5079, (2009). 
5. M. Gratzel, J Photoch Photobio C, 4, 145-153, (2003). 
6. C. Magistris, S. Martiniani, N. Barbero, J. Park, C. Benzi, A. Anderson, C. Law, C. 
Barolo and B. O'Regan, Renew Energ, 60, 672-678, (2013). 
7. X. Wang, L. J. Zhi and K. Mullen, Nano Lett, 8, 323-327, (2008). 
8. Y. Matsuo, T. Ichiki and E. Nakamura, J Am Chem Soc, 133, 9932-9937, (2011). 
9. T. Haruyama, Electrochemistry, 78, 888-895, (2010). 
10. T. Haruyama, T. Sakai and K. Matsuno, Biomaterials, 26, 4944-4947, (2005). 
11. H. Sakamoto and T. Haruyama, Colloid Surface B, 79, 83-87, (2010). 
12. H. Sakamoto, S. Ikeno, T. Kato, N. Nishino and T. Haruyama, Anal Chim Acta, 604, 
76-80, (2007). 
13. V. Balland, S. Lecomte and B. Limoges, Langmuir, 25, 6532-6542, (2009). 
14. H. Y. Ma, N. F. Hu and J. F. Rusling, Langmuir, 16, 4969-4975, (2000). 
15. S. Barazzouk, P. V. Kamat and S. Hotchandani, J Phys Chem B, 109, 716-723, 
(2005). 
16. L. Andrade, J. Sousa, H. A. Ribeiro and A. Mendes, Sol Energy, 85, 781-793, (2011). 















































































































1. Yoshiyuki Takatsuji, Shinya Ikeno and Tetsuya Haruyama, Gold Nanoparticles 
Functionalized with Peptides for Specific Affinity Aggregation Assays of Estrogen 
Receptors and Their Agonists. , Sensors, 12, 4952-4961 (2012) 
 
2. Yoshiyuki Takatsuji, Ryota Yamasaki, Atsushi Iwanaga, Michael Lienemann, Markus 
B. Linder and Tetsuya Haruyama, Solid-support immobilization of a "swing" fusion 




3. Michael Lienemann, Julie-Anne Gandier, Jussi J. Joensuu, Atsushi Iwanaga, Yoshiyuki 
Takatsuji, Tetsuya Haruyama, Emma Master, Maija Tenkanen, Markus B. Linder, Appl. Environ. 





1. Yoshiyuki Takatsuji, Shinya Ikeno, and Tetsuya Haruyama, Functional designs and 
modifications of gold nanoparticles for affinity assay, PACIFICHEM 2010, 
2010.12.15-21 (Honolulu, Hawaii, USA) 
 
2. Yoshiyuki Takatsuji, Ryota Yamasaki, Atsushi Iwanaga, Michael Lienemann, 
Markus Linder, and Tetsuya Haruyama, Higher catalytic activity by fluctuation 
effect of captured enzyme molecules in designed self-organized membrane on an 
electrode surface, PRiME2012, 2012.10.7-13 (Honolulu, Hawaii, USA) 
 
3. Yoshiyuki Takatsuji, Ryota Yamasaki, Atsushi Iwanaga, Michael Lienemann, 
Markus Linder, and Tetsuya Haruyama, Higher activity of immobilization enzyme 
by swaying enzyme in designed self-organized membrane on solid surface, The 4th 
Asian Biomaterials Congress, 2013.6.26-29 (Hong Kong University of Science and 
Technology, Hong Kong) 
 
4. Yoshiyki Takatsuji, Ryo Wakabayashi and Tetsuya Haruyama, Electrochemical 
immobilization of Fluorescent labelled probe molecules on a semi-conductor FTO 
surface and its fabrication as high-sensitive affinity sensor based on photo-excited 
current, 2013 UPM-Kyutech Symposium of Applied Engineering and Sciences 
(UKSAES2013), 2013.9.30-10.1 (Universiti Putra Malaysia, Malaysia) 
 
5. Yoshiyki Takatsuji, Ryo Wakabayashi and Tetsuya Haruyama, Swing molecular 
108 
 
layer for high-sensitive affinity sensor based on photo-excited current, 7th 
International Symposium on Nanomedicine (ISNM2013), 2013.11.7-9 (Kyushu 


























 本論文は、九州工業大学大学院 生命体工学研究科 春山哲也教授の丁寧なご指導のもと
作成したものです。多くのご意見やご指導を受け賜りましたことを深く感謝いたします。 
 
本論文をまとめるにあたり、九州工業大学大学院 教授 横野照尚先生、准教授 加藤


















永敦 氏、山崎亮太 氏、酒倉辰弥 氏をはじめ、春山・池野研究室の皆様に深謝いたします。 
110 
 
池野慎也 准授教には、本研究を始めた当初から、多くのご指導とご助言をいただきまし
た。深く感謝いたします。 
 
最後になりましたが、長きにわたる学生生活を支えてくれた家族、特に妻 美幸に感謝の
意を表し、これを持って謝辞とさせていただきます。 
 
 
高辻義行 
 
